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Przemiana wolnych aminokwasów hodowli B. coli typu jelitowego (1) 
O6MeH cBo607HbIX AMMHOKKCJIOT KyJIbTypbI KMLIEMHOTO Tuma B. coli (D 


The Transformation of Free Amino Acids of B. coli Cultures 
(Intestinal Type) (I) 


Liczne badania wykazały, że większość drobnoustrojów zdolna jest do syntezy 
niemal wszystkich aminokwasów, znamy jednak dotychczas przebieg syntezy tylko 
niektórych. Wiemy także, że gatunki bakterii najbardziej upośledzone pod wzglę- 
dem zdolności syntetyzowania wymagają doprowadzania gotowych aminokwasów. 
Inne bakterie, przebywając w środowisku, w którym znajdują gotowe aminokwasy, 
przyswajają je i po pewnym czasie zatracają zdolność do samodzielnej syntezy. 
Rozwój ich wówczas jest możliwy tylko wtedy, gdy niezbędne aminokwasy zostaną 
doprowadzone z zewnątrz. 

Badania z izotopami pozwoliły zauważyć, że przeważające w komórce amino- 
kwasy : kwas asparaginowy i kwas glutaminowy (2) są pierwszym produktem 
w syntezie białka (1, 6). Nie stwierdzono jednak dokładnie czy aminokwasy do- 
starczane z zewnątrz są zużywane bez przeróbki do budowy plazmy bakterii, po 
prostu wbudowane, czy też ulegają procesowi dezaminacji (5). Niektórzy badacze 
podają, że 1) pewne drobnoustroje wymagają tych, a nie innych aminokwasów, 
2) inne wymagają równocześnie kilku aminokwasów (3), 3) niektóre bakterie lepiej 
rosną w mieszaninie aminokwasów niż w jednym aminokwasie o tym samym stę- 
żeniu (5). Nie można też przeoczyć faktu, że niektóre aminokwasy są zapotrzebo- 
wywane przez bakterie jako organiczne substancje czynne, np. histydyna. Zaobser- 
wowano również, że aminokwasy alifatyczne są łatwiej asymilowane niż amino- 
kwasy zawierające zamknięte pierścienie. 

Wszystkie przytoczone zagadnienia posiadają duże znaczenie dla poznania prze- 
biegu przemiany materii, a ich niedostateczna znajomość zachęca do przeprowa- 
dzenia dalszych badań. 

Celem naszej pracy było przebadanie: 

1) czy (przy zestawie podstawowym aminokwasów) B. coli typu jelitowego 
w jednakowym stopniu przyswaja wszystkie wolne aminokwasy znajdujące się 
w podłożu, czy też istnieje wybiorczość, 
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2) w jakiej kolejności B. coli asymiluje gotowe aminokwasy wprowadzone do 
pożywki, 

3) czy fakt przyswajania tych, a nie innych aminokwasów jest charaktery- 
styczny dla całego typu, czy też istnieją różnice w zapotrzebowaniu na jakiś ami- 
nokwas u poszczególnych szczepów. 


CZĘŚĆ DOŚWIADCZALNA. MATERIAŁ I METODA 


Szczepy. 


Doświadczenia przeprowadzano z czterema szczepami B. coli typu jelitowego: 
I) szczep wzorcowy, II) szczep hemolizujący nr 3596, III) szczep hemolizujący 
nr 3594, IV) szczep nie hemolizujący nr 3594. Szczepy te (poza wzorcowym) wy- 
izolowano z moczu dzieci. B. coli wyizolowano na pożywce Endo, a następnie prze- 
siano na podłoże doświadczalne. 


Podłoże doświadczalne. 


Jako podłoże był użyty bulion wołowy, częściowo odtłuszczony, bezcukrowy, 
bezoeptydowy. pH podłoża wahało się w granicach 6,3—6,5. 


Hodowle. 


Czas trwania hodowli wynosił od 72—96 godzin w temp. 37°C. Próby do badań 
pobierano co 24 godziny, preparaty mikroskopowe barwiono metodą Grama. 


Chromatografia rozdzielcza bibułowa. 


Wolne aminokwasy podłoża i przesączy rozdzielano przy pomocy bibułowej 
chromatografii rozdzielczej, stosując technikę wstępującą według Williamsa 
i Kirby (7) na bibule Whatman nr 3 w arkuszach o wym. 47 X 50 cm. Jako roz- 
puszczalnika używano układu Patridge'a:n-butanol—kwas octowy lodowaty— 
woda w stosunku objętościowym 4:1:1. Chromatografię przeprowadzano w ka- 
merach dokładnie uszczelnionych. Chromatogramy wywoływano 0,15% acetonowym 
roztworem ninhydryny oraz 0,2% acetonowym roztworem izatyny z dodatkiem 
kwasu octowego (4). Rechromatografię wykonywano metodą krążkową. Rozpu- 
szczalniki przed użyciem świeżo destylowano. Zawsze używano wodę redestylowaną. 


Oznaczenia kolorymetryczne. 


Po wywołaniu i zidentyfikowaniu aminokwasów na chromatogramach odpo- 
wiadających kolejnym dniom hodowli poszczególne aminokwasy wycinano z arku- 
szy, cięto na drobniutkie paseczki i zalewano 75% alkoholem metylowym. Eks- 
tynkcję odczytywano na kolorymetrze firmy Hilger, London. 


BADANIA WŁASNE 


Podłoże doświadczalne rozlewano do butli Calmetta o pojemności 
250 ml, wyjaławiano, a następnie posiewano zawiesinę B. coli w ilości 
0,3ml na butlę (każdy szczep w kilku powtórzeniach). Czas hodowli 
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wynosił od 72 do 96 godzin w temp. 37°C. W czasie trwania hodowli co 
24 godziny kontrolowano pH podłóż. Okazało się, że po 24 godzinach 
nastąpiło nieznaczne zakwaszenie środowiska (pH 6,3—6,1), w ciągu dal- 
szych godzin hodowli nie stwierdzono zmian w wartości pH. W celu po- 
równania wyników badania wykonywano ze wszystkimi czterema szcze- 
pami równocześnie. Dla kontroli przeprowadzano również doświadczenia 


Ryc. 1. Chromatogram wolnych aminokwasów podłoża i przesączy (od 1 do 5 dnia) 
hodowii B. coli szczepu wzorcowego 
Chromatogram of free amino acids of the medium and filtrate of the culture of 
B. coli standard strain (up to 5th day) 


z podłożem nie zasianym. Płyn hodowli oddzielono od komórek bakte- 
ryjnych przy pomocy wirowania, następnie ogrzewano go na łaźni wod- 
nej w ciągu 30 minut w temp. około 100°C i odparowywano pod pro- 
miennikiem podczerwonym do 1/2 pierwotnej objętości. (Odległość pro- 
miennika od parowniczki 5—6 cm). Tak przygotowany materiał nanoszono 
mikropipetka na bibułę Whatman nr 3 w ilości 0,09 ml na pasmo i wolne 
aminokwasy rozdzielano techniką wstępującą. Używano arkuszy bibuły 
o wymiarach 47 cm X 50 cm, nakraplając badany materiał w odległości 
4 cm od dolnego brzegu bibuły. Długość nakraplanych pasm i odległość 
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miedzy nimi wynosila 2,5 cm. W czasie nakraplania chromatogramy su- 
szono suszarką fryzjerską (foen). Obok badanego materiału na tym samym 
arkuszu bibuły nakraplano sztuczne mieszaniny wzorcowych aminokwa- 
sów (,mapki"). Poszczególne „mapki” składały się przeciętnie z 5—6 ami- 
nokwasów różniących się między sobą wielkością R;. Arkusze bibuły 
z nakroplonym materiałem i wzorcowymi mieszaninami wkładano do 


Ryc. 2. Chromatogram wolnych aminokwasów przesączy (od 1 do 5 dnia) hodowli 
B. coli szczepu hemolizującego nr 3594 
Chromatogram of free amino acids of filtrates of the culture of B. coli nonhemolytic 
strain No. 3594 (up to 5th day) 


kamer, w których w płytkach Petriego znajdował się rozpuszczalnik 
o wyżej podanym składzie. Bibułę zanurzano na głębokość 1,5 cm. Chro- 
matogramy rozwijano trzykrotnie w temp. pokojowej; każde rozwinięcie 
trwało 26—28 godzin. Gotowe chromatogramy wywoływano przy pomocy 
0,15% acetonowego roztworu ninhydryny oraz 0,2% acetonowego roz- 
tworu izatyny (z dodatkiem kwasu octowego) (4). Celem identyfikacji 
aminokwasów o zbliżonym R; przeprowadzano rechromatografię techniką 
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krążkową. Rye .1 przedstawia chromatogram wolnych aminokwasów bu- 
lionu oraz czterech dni hodowli B. coli szczepu wzorcowego. Na ryc. 2 
widzimy chromatogram hodowli szczepu hemolizującego nr 3594, a na 
ryc. 3 chromatogram wolnych aminokwasów szczepu nie hemolizują- 
cego nr 3594. Analiza chromatograficzna wykazała w podłożu obecność 
aminokwasów podanych w kolumnie 2 tab. 1 oraz w kolumnie 1 na 
ryc. 15 20. 3. 
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Ryc. 3. Chromatogram wolnych aminokwasów przesaczy (od 1 do 3 dnia) hodowli 
B. coli szczepu nie hemolizujacego nr 3594) 
Chromatogram of free amino acids of filtrates of the culture of B. coli nonhemolytic 
strain No. 3594 (up to 5th day) 


OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI 


Tab. 1 podaje wyniki dotyczące wszystkich czterech badanych szcze- 
pów B. coli, w kolumnie 1 podano nazwy aminokwasów, w kolumnie 2 — 
aminokwasy wykryte w podłożu (bulionie), w następnych są umieszczone 
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wyniki badań po 24, 48, 72 i 96 godzinach. Na uwagę zasługuje widoczne, 
zarówno w tab. 1, jak i na rycinach, zniknięcie, już w przesączu z pierw- 
szego dnia hodowli, aminokwasów : kwasu asparaginowego i treoniny. 
Fakt ten pozwala wnioskować, że zostały one zużyte już w początkach 
hodowli B. coli. Spostrzeżenia te pokrywają się częściowo z wynikami 
prac przeprowadzonymi przez Abramsa R. i wsp. (1) oraz Wia- 
mea J. M. i Storcka R. (6). Badacze ci wykazali, że pierwszym pro- 
duktem asymilacji w syntezie białka jest kwas asparaginowy i kwas 
glutaminowy. W naszych badaniach już w pierwszym dniu znikał kwas 
asparaginowy i treonina, kwas glutaminowy wprawdzie nie znikał zu- 
pełnie, ale stężenie jego malało w sposób widoczny (patrz tab. 2 zmniej- 
szanie sie ekstynkcji). W dalszych dniach hodowli daje się zauważyć 
u wszystkich szczepów znikanie tryptofanu, histydyny i kwasu y-amino- 
masłowego (po 48 godz.) u niektórych również lizyny. 

Podobne wyniki uzyskano dla 2 szczepów hemolizujących nr 3596 
i 3594. W szczepie wzorcowym (ryc. 1) różnica w zużyciu tego amino- 
kwasu była minimalna (leżała w granicach błędu doświadczalnego), 
w szczepach hemolizujących (ryc. 2) zużycie było widoczne i wystąpiło 
od drugiego dnia hodowli. Należy zaznaczyć, że w drugim dniu hodowli 
szczepów hemolizujących został zsyntetyzowany aminokwas „X odpo- 
wiadający położeniem ornitynie. W szczepie wzorcowym pojawił się on 
w trzecim dniu hodowli (synteza w szczepie nie hemolizującym wystą- 
piła najsłabiej). Widoczne są również pewne zmiany stężeń pozostałych 
aminokwasów, największy był ubytek seryny, glicyny i o-alaniny, naj- 
mniejszy tyrozyny. Spostrzeżenie to dotyczy wszystkich badanych szcze- 
pów. Zmiany stężeń poszczególnych aminokwasów ilustruje tab. 2, w któ- 
rej podano ekstynkcje odpowiadające stężeniom aminokwasów w po- 
szczególnych dniach hodowli. 

Opierając się na zmianie wielkości ekstynkcji, należy podkreślić, że 
najniższe stężenia aminokwasów zaobserwowano w trzecim dniu hodowli. 
Fakt ten potwierdzają ryc. 1, 2 i 3. We wszystkich szczepach zaobser- 
wowano wzrost stężenia aminokwasów w czwartym i piątym dniu hodowli 
w stosunku do dnia trzeciego, jest to prawdopodobnie wynik autolizy 
starzejącej się hodowli. 

Z tab. 2 wynika, że zapotrzebowanie na niektóre aminokwasy wystę- 
powało po całkowitym wyczerpaniu najchętniej zużywanych. Z amino- 
kwasów zużywanych w drugiej kolejności na pierwszy plan wysuwała 
się seryna i glicyna. Można więc sądzić, że B.coli nastawione jest na 
określone aminokwasy (kwas asparaginowy, treonina, kwas glutaminowy), 
a po ich wyczerpaniu zastępuje je innymi. 
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Z przeprowadzonych badań i otrzymanych wyników widać, że: 

1) Wszystkie szczepy B. coli w pierwszej kolejności przyswajają kwas 
asparaginowy, treoninę i kwas glutaminowy. 

2) U szczepów hemolizujących występuje intensywniejsze zużycie 
aminokwasów niż u szczepów nie hemolizujących. 

3) Istnieje nieznaczna rozbieżność pomiędzy szczepami w przyswa- 
janiu lizyny i histydyny. 

4) W obrębie typu jelitowego pomiędzy poszczególnymi szczepami 
nie istnieją takie stałe rozbieżności w zapotrzebowaniu na dany amino- 
kwas, które można byłoby uznać za charakterystyczne dla szczepu. 

5) Wzrastające stężenie aminokwasów, występujące w czwartym 
i piątym dniu hodowli jest prawdopodobnie wynikiem autolizy starzeją- 
cych się hodowli. 
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Prace otrzymano 10 III 1965. 


PESIOME 


Uccneqopanca o6MeH CBOÓOĄHBIX aMMHOKMCHOT KyJbrypbi B. coli 
KMIIEUHOTO THI — wUiTaMMoB: 1) CTaHHapTHoro, 2) reMomMsMpyrOUero 
No 3596, 3) remojruzupytoniero Ne 3594, 4) He remomusupyroulero Ne 3594. 

Oka3aJOcb, uTO: 1) BCe KCCJIEĄOBAHHbie IITaMMBI B IIepBOji OteDerH 
YCBaMBAJIM ACIIADPATUHOBYKO KMCJOTy, TpeoHMH M IJHOTAMMHOByIO KICJIO- 
Ty, 2) TeMOJIM3UPYKLIME WiTaMMbI OÓHapyzkuIi oee MHTeHCMBHOe 
rorpeOJleHne aMMHOKKCJIOT, He2KeJIM HeTeMOJIM3AMpylOlIMe WITAMMBI, 3) cy- 
IieCTBYET He3HAaHMTEJILHOE pacxozgjleHMe Mei IITAMMAMAM B Npr- 
CBAMBaHMM JIM34Hà M TUCTMĄMHA, 4) B upereJlax KUHIeHHOTO THI MEI 
OTĄEJIBHBIMM IITAMMAMM He CYLIeCTBYFOT TAKME IIOCTORHHbie pacXOK1e- 
HUA OTHOCHTEJIGHO NOTpeOHOCTM JJAHHOj AaMMHOKKCJIOTBI, KOTOPble MO2KHO 
Dt CHMTATE XapaKTePHbIMM MAJA IITAMMA. 


Puc. 1. XpoMaTorpaMMa CBOGOINHBIX aMWHOKHCJOT cy6cTpata u KJIETPATOB 
(or 1 no 5 nHei) KyJlbTyDBI B. coli crangaprHOro IITAMMA. 
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Punc. 2. XpoMaTorpaMMa cBo60/üHbIX AMUHOKKCJIOT (CDMJIBTPATOB (OT 1 mo 5 apen) 
KyJIBTYPBI B. coli remomm3npyroulero LiTaMMa Ne 3594. 

Puc. 3. XpoMaTorpaMMa CBOOGOĄHbIX AMMHOKVCJIOT CQMJIETPATOB (OT 1 go 3 mei) 
EKyZbTypbi B. coli He remomu3upyroujero Liramma Ne 3594. ; 

Ta6n. 1. CBoOoqĄHble aAMMHOKIICHOTBI NUTATEJIBHOŃA CPeĄBI M CbuÚ:Jbprparos (OT 
1 no 4 ep KYJbTyDbI B. coli: I — CTAHĄAaPTHOTO LIITaMMa, II — reMOJM3UDYKO= 
wero nrrTaMMa Ne 3596, III — remonu3upyroujero liramMMa Ne 3594, IV — HereMo- 
JIA3MPYKLIETO IiraMma Ne 3594. 

Ta6n. 2. BemmumuHa 93KCTMHKHMM aMMHOKMCJZOT B OTJeJbHBIe JHM BŁIDANIKBA- 
HMA ulTamMMa B. coli (cTaHHapTHOTO WiTaMMa, ĄBYX LITAMMOB TeMOJIM3MPYIOLINX 
Ne 3596 m Ne 3594, a Takoxxe IITAMMA HereMOJMS3HMpyroniero Ne 3594). 


SUMMARY 


The transformation of free amino acids of B. coli cultures (intestinal 
type) of the following strains was investigated: 1. standard strain, 
2. hemolytic strain No. 3596, 3. hemolytic strain No. 3594, 4. nonhemolytic 
strain No. 3594. The results obtained are as follows: 


1. AII the strains examined assimilated, in the first place, aspartic 
acid, threonine and glutamic acid. 

2. The assimilation of amino acids by hemolytic strains proved to be 
more intensive than that of nonhemolytic strains. 

3. Strains differed insignificantly in assimilating lysine and histidine. 

4, No rigid divergences were found between the strains of the 
intestinal type as far as the assimilation of a given amino acid was con- 
cerned, which could be regarded as characteristic of the strain. 
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